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Bescheinigung 



Herr Professor Dr. Dr. Wolf-Georg Forssmann in 
30175 Hannover hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 



Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37)" 



am 28. September 1994 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wieder- 
gabe der urspriinglichen Unterlage dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Sym- 
bole C 07 K 14/635, C 07 K 7/06, A 61 K 49/00 und 
G 01 N 33/53 der Internationalen Patentklassif ikation erhal- 
ten . 
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*r hP° T r "a e ^: Erfinduns tetrifft pep " de - «•* «•«■«. 

^«uZ f Dia9nOStiku -» er haltli ch durch Immuni- 

sing vo „ Txeren mit den Peptide,,, Antikorper oder deren 

PeTd ente erh31tllCh d " Ch I— Li-run. von Tieren m^t dL 
Peptxden sowie die Verwendung der Peptide zur Herstellung 
-nes Mxtt.1. zur Diagnose von biologiscb aktiven h-PrH 

Humane* Parathormon (hPTH), ein lineares Polypeptid aus 84 
^T;™' SPi6lt " icht ^ "°"e in d« Regul" IT 

Z^T? 0 "*"*" 1 '- — r . "etaooiismus dieses Hormon^ 
fuhrt zu ei ner groBen Zahl C-terminaler FragmenO/deren 
b.olog.sche Funktion noc nicht geklart ist. Al. zirkulie- 
rendes N-terminales Fragment ist das hPTH 1-37 f... ! 

0 34 9 545,. Dieses Fragment besltz » L vo X, 

;: r L:rr itat des — -w ai^- ; t: 

Verlust der ersten Aminosaure. Serin, deutlich ab und gent 
ve"Ll e . er5ten beide " ™— — -d Valin, X, 

Fur das intakte Mormon hPTH i-64 und fur N-terminales Frao 
-nt werden Serumkonzentrationen im Bereicn von lu -12 ^ 
gemessen. Zur Bestimmung so l ch nledriger Kon ^ nt ^ tiQI Z 
be dl ent man sich immunologiscner MeBverfahren. Die valrde- 

b n er;rT'd imA od8r sand - :L ^ 

cent Assay, Sandwich ELISA1 Q nlf . na * 

0, ,, Solche Assays sind fur hPTH 1- 

111 t erMltliCh - g von hPTH 1-34 ist ein 

A-av nacn dem Doppelantikarper-Prinzip „i cht bekannt 



erhalt man : Im » uni "«"ng mit dem intakten Antigen 

erhalt man e,n heterogenes Gemisch unterschiedlicher AnJ- 
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korper, die fur einen Sandwich- Assay erst aufwendig gerei- 
nigt werden mussen. Zwar war es bisher moglich aufgrund 
theoretischer Berechnungen nach B . A. Jameson & H. Wolf, The 
antigenic index: a novel algorithm for predicting antigenic 
determinants, CABIOS 4, p 181-186, 1988 am N-Terminus eine 
bevorzugte immunogen wirkende Sequenz im Bereich der Amino- 
sauren 7-14 festzustellen. Eine Immunisierung mit N-termi- 
nalen Fragmenten nach etablierten Methoden fiihrt in erster 
Linie zu Antikorpern, die, wie fiir hPTH 1-34 beschrieben (J. 
Tampe, P. Brozio, H . E . Manneck, A. MiBbichler, E. Blind, 
K.B. Muller, H. Schmidt-Gayk und F.P. Armbruster; Charac- 
terisation of antibodies against human N-termi nal p arathy- 
roid hormon by epitope mapping; J. Immunoassay 13 S. 1-13, 
1992), in dem Bereich dieser Aminosauren binden. Diese An- 
tikorper konnen aber nicht zwischen biologisch aktiven und 
biologisch inaktiven PTH 1-84 oder Fragmenten davon, denen 
die ersten beiden Aminosauren Serin und Valin fehlen, unter- 
scheiden . 



Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem be- 
steht darin, Peptide anzugeben, mit deren Hilfe die oben 
genannten Nachteile der Diagnose von biologisch aktivem h- 
PTH beseitigt werden konnen. 

Das angesprochene technische Problem wird uberraschender- 
weise-gelost durch Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) 
enthaltend u-helicale Aminosauresequenzbereiche und/oder 
nicht strukturierte Aminosauresequenzbereiche, wobei die 
Peptide bei Injektion in Tiere Antikorper zu induzieren ver- 
mogen. Dabei enthalten die Peptide vorzugsweise die N-termi- 
nale a-Helix im Bereich der Aminosauren 5-9, einen unstruk- 
turierten Abschnitt der Aminosauren 10-16 und/oder eine C- 
terminale a-Helix im Bereich der Aminosauresequenz 17-34 des 
hPTH (1-37). Vorzugsweise werden die folgenden erfindungs- 
gemaBen Peptide zur Immunisierung verwendet: 



-"7 
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hPTH 1-10 

NH 2 .Serl-Val2-s er 3. Glu 4. IIe 5. Gln 6. Leu7 . Met8 _ H . s9 _ Asnl0 _ oH 
hPTH 1-9 

NH 2 -Serl-Val2-Ser3-Glu4-ii e 5- Gln 6. Leu 7_ Met 8. His 9. OH 



(1) 



(2) 



OH 



hPTH 1-8 

NH 2 -Serl-Val2-Ser3-Glu4-il e 5_ Gln 6. Leu 7. Met 8. 
hPTH 1-7 

NH 2 -Serl-Val2-s er 3. Glu 4_ Ile 5_ Gln 6_ Leu 7. OH 
hPTH 1-6 

NH 2 -S e r 1 -Val2-Ser3- G i u 4. Ile 5. Gln 6. OH 
hPTH 1-5 

NH 2 -Ser 1 -Val2- Ser 3- G i u 4_ Ile 5_ OH 
hPTH 9-18 

OT 2-Hi89-iU»10. leu ll. Gly 12. lw 13. Hl8 i4. Leul 5.^ 16 . Serl7 _^ tl8 _ OT ^ 

hPTH 10-18 

NH 2 -» S nl0. Leu ll. GIy l 2 . Lysl 3. Hisl4 _ Le|il5 _ asnl6 _ serl7 _ Heti8 _ oi| ^ 
hPTH 11-18 

NH 2 -Leull-Gl y 12- Lys 13. His l 4 . Leul5 _ Asnl6 _ Serl7 _ Metl8 _ oH 
hPTH 12-18 

NH 2 -Glyl2_ Lys 13_ His 14. Leu l5_ Asn i 6 _ Serl7 _ Metl8 



(3) 



(4) 



(5) 



(6) 



(9) 



-OH 



hPTH 13-18 

NH 2 -Ly S 13. His 14. Leu l5_ Asn i6. Ser i7_ Metl8 . 
hPTH 14-18 

NH 2 _Hi S 14_ Leu 15_ Asn 16_ Ser l7_ Met i 8 _ OH 



OH 



(10) 



(11) 



(12) 
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hPTH 9-17 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -Hi8 14 -Leu 1 5-Asn 16 -Ser 17 -OH (13) 
hPTH 9-16 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu n -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -OH ( 14 ) 

hPTH 9-15 

NH2-His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH (15) 
hPTH 9-14 

NH 2 -His 9 -Asn 1 0-Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -OH (16) 
hPTH 9-13- - - - 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 1 l-Gly 12 -Lys 13 -OH (17) 
hPTH 24-37 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 2 6-Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -Asp 30 -Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (18) 

hPTH 25-37 

NH 2 -Arg 2 5- L ys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 3 0-Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5- 
Ala 36 -Leu 37 -OH (ig) 

hPTH 26-37 

NH 2 -Lys 2 6-Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 3 0-Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 36 - 
Leu37 -P H (20) 

hPTH 27-37 

NH 2 -Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -Asp 3 0-Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 3 6-Leu 37 -OH 

(21) 

hPTH 28-37 

NH 2 -Leu 2 8-Gln 29 -Asp 3 0-Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 3 6- L eu 37 -OH (22) 



hPTH 29-37 

NH 2 -Gln 29 -Asp 3 0-Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 3 6-Leu 37 - 



OH (23) 
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hPTH 30-37 

NH 2 -Asp30. Val 31. His 32_ Asn 33. phe 34. Val 35 



Phe^-Val35. Ala 36. Leu 37. 



OH 



hPTH 31-37 

NH 2 -Val31-H is 32. Asn 33. phe 34. Val 35_ Ala 36. Leu 37. OH 



hPTH 32-37 

NH 2 _His32_ Asn 33_p he 34_ Val 3 5 . Ala 36. Leu 37. 
hPTH 33-37 

NH 2 -Asn33_ Phe 34. Val 35_ Ala 36_ Leu 37_ OH 



OH 



(24) 



(25) 



(26) 



(27) 



hPTH 24-56 
NH 2 -Leu 2 4-. 

Val 35 -Ala 36 -OH 



.^ 2 W S -^«-l^»WW.- ta p3»-V U 31. H1 .32.^. pI1 ., 4 . 



(28) 



hPTH 24-35 

NH 2 -Leu24. Arg 25. Lys 26. Lys 27_ Leu 28_ Glll 29_ 
Val 35 -OH 



Asp30_ Val 31. His 32. Asn 33. Phe 34. 



(29) 



hPTH 24-34 

NH 2 -Leu24_ Arg 25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29_ AsD 30_ V; , 1 31. 



Asp^-Val31-Hi s 32. Asn 33.p he 34. OH 

(30) 

hPTH 24-33 

( m 2 -Ku 2 4. Arg 2 5 . lys26 _ Lys27 . L6u28 . Gin29 _ ssp30 _ vai3] _ His32 _ s ^ 33 _ oH ^ 

hPTH 24-32 

NH 2 -Leu24_ Arg 25. Lys 26_ Lys 27. Leu 28. Gln 29. AsD30 . U; , 1 31 



-Asp^-Val31-His 3 2_ OH 
hPTH 24-31 

N H 2 -Leu24. Arg 25. Lys 26_ Lys 27. Leu 28. Gln2 9. Asp 30. Val31 _ OH 
hPTH 24-30 

NH 2 -Leu24. Arg 25. Lys 26_ Lys 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30. OH 



(32) 



(33) 



(34) 
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hPTH 24-29 

NH 2 -Leu24- Arg 25_ Lys 26. Lys 27_ Leu 28_ Gln 29. OH 



hPTH 24-28 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -OH 



(35) 



(36) 



Die genannten Sequenzen reprasentieren in ihrer Primarstruk- 
tur wesentliche Merkmale der Sekundarstruktur, wie sich 
durch NMR-Daten unterstiitzend belegen lafit. Voraussetzung 
dazu war eine Festlegung der Sekundarstruktur fur PTH 1-37 
in physiologischer Losung. 



Die genannten strukturell auffalligen Bereiche wirken gut 
immunogen. Es werden Antikorper gebildet, die an den ersten 
Aminosauren des N-Terminus binden. Bereits das Fehlen von 
zwei Aminosauren fuhrt zu einem erheblichen Af f initatsver- 
lust. Da diese Aminosauren zur Austibung der biologischen 
Wirkung unerlaBlich sind, ist es mit dem erf indungsgemaflen 
Peptid moglich Antikorper zu erhalten, die nur hPTH und 
Fragmente davon erkennen, die biologisch aktiv sind. 

Weiterhin sind Antikorper herstellbar, die den midregionalen 
Bereich 9-15 detektieren, und Antikorper, die C-terminal im 
Bereich der Aminosauren 30-37 binden. Erf indungsgemafi konnen 
also Antikorper gegen Bereiche des hPTH 1-37 produziert wer- 
den, die aufgrund theoretischer Berechnungen im Gesamtmole- 
kiil nicht immunogen wirken. Diese Bereiche liegen zudem so- 
weit auseinander, dafi keine sterische Hinderung vorliegt, 
die ein gleichzeitiges Binden zweier Antikorper verhindern 
wiirde . 



Die Peptide konnen in bevorzugten Ausf iihrungsf ormen am N- 
terminalen Ende, in der Seitenkette und/oder am C-terminalen 
Ende modifiziert sein, und zwar in Form von Acetyl ierungs-, 
Amidierungs-, Phosphoryl ierungs- und/oder Glycosylierungs- 
produkten. 
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SchlxeBlich konnen erf indungsgemaBe Peptide auch an Carrier- 
proteine wie Hamocyanin, Thyroglobulin, Rinderserumalbumin, 
Ovalalbumin oder Mausserumalbumin etc. gebunden sein. Die 
Bxndung an die Carrierproteine erfolgt vorzugsweise durch 
Carbodiimid oder Formaldehyd. 



urn 



Dxe erfindungsgemaBen Peptide konnen verwendet werden, 
em Diagnostic herzustellen . Das erf indungsgexnaBe Diagno- 
stxkum ist dabei erhaltlich durch an sich bekannte Immuni- 
sxerung_von Tieren rait minde-stens einem der erfind^gsgema- 
i3en Peptide. Nach der Irronunisierung kann aus den imxnunisier- 
ten Txeren eine Irrununoglobulin-Fraktion isoliert werden, die 
Antxk6rper-Fraktionen enthait, welche einen Antik6r P er-Ti ter 
gegen mindestens eines der erf indungsgemaBen Peptide auf- 
wexsen. Die so erhaltenen Antikorpern sind ebenfalls Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. m einer alternativen Aus- 
fuhrungsform konnen neben den vollstandigen Antikorpern be- 
stehend aus F ab und F c auch deren Fragmente wie F ab oder 
Fragmente der Antikorper verwendet werden, welche die Idio- 
typen zu den Epitopen der Peptide sind. 

Die Peptide gemaB der Erfindung sind zur Herstellung eines 
Mxttels zur Diagnose von biologisch aktiven h-PTH (1-37) 
geeignet. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher be- 
schrieben: 



Beispiel 1 



Festphasensynthese der Peptide: 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Synthese der Peptide be- 
ruht auf der Peptidsynthese am festen Trager. Die C-term 
le Aminosaure wird jeweils in Gegenwart von Dicyclohexyl 



rmina- 
car« 
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bodiimid und Dimethylaminopyridin an das Tragermaterial ge- 
bunden. Als Tragermaterial fur die Synthesen werden Wang- 
Harz oder entsprechende Harze eingesetzt. 

Folgende L-Aminosaure-Derivate werden fiir die Synthese der 
Sequenz, ausgehend vom auf gef iihrten Peptidyl-Har Z/ verwen- 
det: a) hPTH 1-10: Fmoc-Asn(Trt )-Wang-Harz, Fmoc-His(Trt)- 
OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gln(Trt )-OH, Fmoc-Ile-OH, 
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ser ( tBu ) -OH, Fmoc-Val-OH, Boc- 
Ser(tBu)-0H. b) hPTH 9-18: Fmoc-Met-Wang-Harz , Fmoc- 
Ser (tBu) -0H 7 Fmoc-Asn(Trt)-OH / Fmoc-Leu-OH, Fmoc-His(Trt )- 
OH, Fmo_c-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH-,— Emec- 
Asn(Trt)-OH, Boc-His( Trt ) -OH . c) hPTH 24-37: Fmoc-Leu-Wang- 
Harz, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Asn(Trt)- 
OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(0tBu)-0H, Fmoc- 
Gln(Trt)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys ( Boc ) -OH, Fmoc-Lys ( Boc ) - 
OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Leu-OH. 

Die Synthese kann durch in situ-Aktivierung mit 2-(lH-Benzo- 
triazol-l-yl)-i, 1, 3, 3, -tetramethyluroniumtetraf luoroborat 
( TBTU ) oder dessen Derivaten oder mit Benzotriazol-l-yi-oxy- 
tris- ( dimethylamino ) -phosphoniumhexaf luorophosphat ( BOP ) 
Oder dessen Derivaten in Gegenwart von Diisopropylethylamin 
oder N-Methylmorpholin und 1-Hydroxybenzotriazol durchge- 
fuhrt werden, wobei wahrend der Kupplungen in N, N-Dimethyl- 
formamid, N,N-Dimethylacetamid oder N-Methylpyrrolidon ein 
vier- bis zehnfacher OberschuB der Fmoc-L-Aminosaure verwen- 
det wird. Die Abspaltungen der Fmoc-Gruppen werden mit 20% 
Piperidin oder 2% Piperidin und 2% 1 , 8-Diazbicyclo[5 , 4 , 0]un- 
dec-7-en (DBU) in N, N-Dimethylf ormamid, N, N-Dimethylacetamid 
oder N-Methylpyrrolidon durchgef tihrt . Nach der Synthese wer- 
den die Harze mit 2-Propanol und Dichlormethan gewaschen und 
im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Zur Abspaltung vom Trager und Entblockierung wird das Pepti- 
dyl-Harz 30-90 Minuten bei Raumtemperatur mit Trif luoressig- 
saure, die 5% Scavenger, Wasser, Ethandiol, Phenol oder 
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lyophUisiert. leders <*l ag »xrd aus w aB ri ger tosung 



Beispiel 2 

Rftininnncr nnri fl n n 1 ..- r 



Die Reiaigung der RohproduJrte- erfnl nt ^ 

230 mi). 808 ln 60 "'""ten; Detektion 

T^it::z:TTr:T n durch — — rie und 

se Fhase-Chromatographie bestimmt. 



Beispiel 3 



h^z"^: 1 "^ ^ oglobulin , Rinder . 
™» a es Pe :: id r z — abar 

Propyl, carbod iimld „ ydrochlorid , k J^ 3 ^T' T"' 
•rfolgt durch z u3abe des K ° PPlUn9 
ricren Lfisung d es Carri„= n Peptides zu emer „ ass - 

-pt.d auf so ^.noi: r n d :r c i: are verhainis > 

lauert 4 Stunden. C«»erprotein.. Die Umsetzung 



# • 
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Die Reaktion wird durch Zugabe von Natriumacetat in einer 
Endkonzentration von 100 mM gestoppt. Man lSBt eine Stunde 
inkubieren. 

Die Abtrennung des Protein-Peptid Konjugates vom Peptid er- 
folgt durch wiederholte Dialyse gegen 100 mM Phosphatpuf f er 
pH 7,2. 



Beispiel 4 

Synthase tlPr Multiple Antig pnip Pppti rice (MAP) 



Die dreifache Lysin-Verzweigung wird erreicht, indem an C- 
terminales Alanin , gebunden an Wang-Harz, in drei Kup- 
plungszyklen jeweils Fmoc-L-Lysin(Fmoc)-OH gebunden wird. 
Durch Abspaltung mit Piperidin werden danach acht freie Ami- 
nofunktionen erhalten, an denen die Sequenzen des humanen 
Parathormons nach obiger Beschreibung synthetisiert werden. 



Beispiel 5 

Tmmiini si oning 

Fur die Erstimmunisierung werden pro kg Korpergewicht des zu 
immunisierenden Tieres 125 pg des Carrier-Peptid Konjugates 
bzw. MAP in 250 ml Wasser gelost und mit 250 ul kompletten 
Freund'schen Adjuvans emulgiert. Die Emulsion wird iiber den 
Riicken verteilt in 10 Portionen s.c. appliziert. 



Das Boostern erfolgt nach 2-4 Wochen analog. Hierbei wird 
lediglich das komplette Freund • sche Adjuvans durch inkom- 
plettes Freund' sches Adjuvans ersetzt. 
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1- Peptide aus der Sequenz des hPTH m ,7, 

rierte AminosSuresequenzbereich! C ^ StrUktU " 

Injektion in Tiere ^ PePtide bei 

2- Peptide nacn Anspruch x aus hpTfl ^ ^ ^ 

hPTH-1-10 - 

hPTH 1-9 

K„ 2 - Serl -val2. Ser 3. Glu 4. ne5 . Gln6 _ Uu7 _ Hete _ His9 _ oH 

hPTH 1-8 

NH2 - Serl - Val2 - S « 3 -«" <l -Ile=-Gl„6. teu 7. Met8 . OH 
hPTH 1-7 

NH 2 -Serl-Val2- Ser 3_ Glu 4. Ile5 . Gln6 _ 7 



(2) 



(3) 



Leu '-OH 



(4) 



OH 



hPTH 1-6 

NH 2 -S e rl-Val2-s er 3. Glu 4_ Ile5 _ Gln6 
hPTH 1-5 

NH 2 -Serl-Val2-ser3-Gl u 4_ Ile 5_ OH 
hPTH 9-18 

KH 2 -„U 9 - SBnl 0_ Leull . Giyl2 . Lysl3 _ HisU _ Leui5 _ w6 _ Seri7 ^ 8 _ 

(7) 



(5) 



(6) 
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hPTH 10-18 

NH 2 -Asnl0-Leu 1 l-Glyl2- Lys 13_ His 14. Leu 15_ Asn 16. Ser 17. Met 18. OH (8) 
hPTH 11-18 

NH 2 -Leu 1 l-Glyl2-Lys 1 3-His 14 -Leu 15 -ABn 1 6-Serl?-Met 18 -OH (9) 
hPTH 12-18 

NH 2 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (10) 
hPTH 13-18 

NH 2 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (ii) 



hPTH 14-18 

NH 2 _His 14 -Leu 1 5-Asn 1 6-Ser 17 -Met 18 -OH ( i2 } 

hPTH 9-17 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu n -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -OH (13) 
hPTH 9-16 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -OH (14) 
hPTH 9-15 

NH 2 -His 9 -Asn 1 0-Leu 11 -Gly 1 2-Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH (15) 
hPTH 9-14 

NH- 2 -His 9 -Asn 1 0-Leu 1 l-Gly 1 2- L ys 13 -His 14 -OH (i 6) 
hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Glyl2- L ys 13 -OH (17) 
hPTH 24-37 

NH 2 -Leu2 4 -Arg25- Lys 26_ Lys 27. Leu 28_ Gln 29. Asp 30. Val 31_ His 32_ Asn 33. 
Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (18) 
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hPTH 25-37 

NH 2 -Arg25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29 
Val35. Ala 36_ Leu 37_ OH 



Asp30_ Val 31_ His 32. Asn 33_ phe 34. 



(19) 



hPTH 26-37 
NH 2 -Lys 26 - 
Ala 36 -Leu 3 7-OH 



^";^"W.- Mll 2 W o. fcl , 1 . II1 . M . tai 3,. pta 3 4 _ 



(20) 



hPTH 27-37 

«H 2 -W7. Leu2 S. G1 „ 29 . Ssp 30. Val 3 1 . His32 _ isii 3 3 _ phe34 _ Vai35 _ Aia36 _ 



Leu J '-OH 

hPTH TS-37 
NH 
OH 



(21) 



»H 2 -Ls„28. Gln 3 9 . Ssp 30. Val31 . Hls 3 2 . Ssn 33. phe 34. Val 3 5 . sla 36. leu 3 7 . 



(22) 



hPTH 29-37 

NH 2 -Gln29_ Asp 30. Val 31. His 32. Asn 33. Phe 34_ 



Ph e 34_ Val 35_ Ala 36_ Leu 37_ OH m) 



hPTH 30-37 



NH 2 - AS p30_ Val 3 1 _ His 32. Asn 33. Phe34 . Val 35. AIa 36. Leu 37. OH 
NH 2 -V a l31_ His 32_ Asn 33. phe 34_ Val 35. 



hPTH 31-37 



-Val35. Ala 36. Leu 37. OH 



hPTH 32-37 

NH 2 _Hi S 32. Asn 33_ Phe 34_ Val 35. Ala 36_ Leu 37 



Leu J '-OH 



hPTH 33-37 

NH 2 -Asn33. Phe 34_ Val 35. Ala 36. Leu 37. OH 



(24) 



(25) 



(26) 



(27) 



hPTH 24-36 

""e-^;3tl^-r!. 26 - L - 27 --« 26 -"" 29 --P--Va 1 3 I . Hls 3 2 . As „33. 



Ala Jt> -OH 



(28) 



14 - 



hPTH 24-35 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 2 9-Asp30-Val31-His 32 -Asn 3 3- 
Phe 34 -Val 35 -OH (29) 

hPTH 24-34 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5- L ys 26 -Lys 27 -Leu 2 8-Gln 2 9-Asp 3 0-Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -OH (30) 

hPTH 24-33 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 2 9-A S p30-Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
OH — ~ _ " (31) 

hPTH 24-32 

NH 2 -L e u 24 -Arg 2 5-Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 2 9-Asp 3 0-Val 31 -His 32 -OH (32) 
hPTH 24-31 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 26 -Lys 27 -Leu 2 8-Gln 2 9-Asp 3 0-Val 3 l-OH (33) 
hPTH 24-30 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 2 6-Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -OH ( 34 ) 

hPTH 24-29 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -OH (35) 
hPTH 24-28 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -OH (36) 

3. Peptide nach Anspruch 1 und/oder 2, die am N-terminalen 
Ende, in der Seitenkette und/oder am C-terminalen Ende 
modifiziert sind in Form von Acetyl ierungs- , Amidierungs- 
, Phosphoryl ierungs- und/oder Glycosylierungsprodukten, 
und/oder gebunden sind an Carrierproteine wie Hamocyanin, 
Thyroglobulin, Rinderseruraalbumin, Ovalalbumin Oder Maus- 
serumalbumin. 



• 
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4- Diagnostic, erhaitlich durch an sich bekannte I^uni- 

Antxkorper-Titsr gegen .nindestens eines der PeotL! 
gege b enenfa lls „ elter Hilfs _ ^^^^ rra9erstoffe ^^- 



Antikorper Oder Frag„,ente von Antikerpern erhMltlich 
durch I^unisierung von Tieren mit mindes t e „s einef Pe P - 
trd nach K nae s t e „ s einen, der inspr(lche , Ms 3 n Pep 

Var„ e „du„ g dar Peptide ge mSB n,i„de s tens ei„e„ der Anspru- 
cha 1 b s 3 «„ Hersteliung aines Mittels zur Diagnose 
von biologisch aktiven h-PTH (1-37). asmose 



- 16 - 

Z uaamm*»nf ^ Rgting 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide aus der 
Sequenz des hPTH (1-37) enthaltend u-helicale Aminosaurese- 
quenzbereiche und/oder nicht strukturierte Aminosaurese- 
quenzbereiche, wobei die Peptide bei Injektion in Tiere An- 
tikorper zu induzieren vermogen. Ein weiterer Gegenstand der 
Erfindung sind ein Diagnostikum und Antikorper erhaltlich 
durch Inununisierung von Tieren mit den erf indungsgemaBen 
Peptiden." • - — =~ — 




